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近
年
、
再
生
医
療
の
研
究
が
活
発
に

進
め
ら
れ
て
い
ま
す
が
、
再
生
医
療
の

実
用
化
に
は
、
標
的
と
す
る
臓
器
な
ど

を
可
視
化
す
る
画
像
診
断
技
術
が
不
可

欠
で
す
。細
胞
を
生
き
た
ま
ま
、ダ
メ
ー

ジ
を
与
え
ず
に
可
視
化
す
る
非
侵
襲
の

画
像
診
断
法
と
し
て
は
、
現
在
も
陽
電

子
放
射
断
層
撮
影（
P
E
T
）や
磁
気
共

鳴
断
層
撮
影
装
置（
M
R
I
）な
ど
の
手

法
が
あ
り
ま
す
が
、
こ
れ
ら
は
広
い
範

囲
を
撮
像
す
る
た
め
、
例
え
ば
1
個
の

が
ん
細
胞
な
ど
生
体
内
の
狭
い
領
域
を

ピ
ン
ポ
イ
ン
ト
で
可
視
化
し
た
り
、
細

胞
を
精
密
に
区
別
し
て
可
視
化
し
た
り

と
い
っ
た
用
途
に
は
向
い
て
い
ま
せ

ん
。一

方
、
光
を
使
っ
た
光
イ
メ
ー
ジ
ン

グ
は
、
精
度
が
高
い
た
め
標
的
と
す
る

細
胞
や
臓
器
を
選
択
的
に
可
視
化
で

き
、
ま
た
特
別
な
施
設
を
必
要
と
し
な

い
こ
と
か
ら
、
基
礎
研
究
で
は
広
く
用

い
ら
れ
て
き
ま
し
た
。
光
イ
メ
ー
ジ
ン

グ
に
は
蛍
光
イ
メ
ー
ジ
ン
グ
と
発
光
イ

メ
ー
ジ
ン
グ
が
あ
り
、
明
る
く
簡
便
に

可
視
化
で
き
る
蛍
光
イ
メ
ー
ジ
ン
グ
が

現
在
の
主
流
で
す
。
た
だ
、
蛍
光
色
素

を
使
っ
た
蛍
光
イ
メ
ー
ジ
ン
グ
に
は
照

射
光
が
必
要
で
、
現
在
は
５
ミ
リ
メ
ー

ト
ル
程
度
の
深
さ
が
可
視
化
の
限
界
で

す
。
そ
の
た
め
、
マ
ウ
ス
の
臓
器
で
も

適
用
が
難
し
い
の
が
現
状
で
す
。

深
さ
５
セ
ン
チ
ま
で
可
視
化

こ
う
し
た
事
情
を
考
慮
し
、
牧
昌
次

郎
准
教
授
は
波
長
約
５
６
０
ナ
ノ
メ
ー

ト
ル
の
天
然
ホ
タ
ル
の
発
光
機
構
を
モ

デ
ル
に
し
た
、
発
光
イ
メ
ー
ジ
ン
グ
用

の
新
し
い
標
識
材
料
を
開
発
し
ま
し

た
。
従
来
の
発
光
イ
メ
ー
ジ
ン
グ
は
、

生
体
内
で
吸
収
・
散
乱
さ
れ
や
す
い
可

視
光
を
標
識
材
料
と
し
て
使
っ
て
い
ま

し
た
が
、
牧
准
教
授
は
人
工
合
成
し
た

近
赤
外
領
域
の
光
を
使
う
こ
と
に
よ

り
、
吸
収
や
散
乱
を
抑
え
て
生
体
組
織

に
対
す
る
透
過
性
を
高
め
ま
し
た
。（
図

１
／
天
然
北
米
産
ホ
タ
ル
の
発
光
酵
素

と
人
工
合
成
に
よ
る
発
光
基
質
で
Ｒ
Ｇ

Ｂ（
赤
緑
青
）の
三
原
色
発
光
を
世
界
で

初
め
て
実
現
）

一
般
に
、
肺
や
脳
な
ど
血
流
量
の
多

い
部
位
を
可
視
化
す
る
に
は
、「
生
体

の
窓
」
と
呼
ば
れ
る
、
生
体
を
透
過
し

や
す
い
近
赤
外
の
光（
波
長
６
５
０
ナ

ノ
メ
ー
ト
ル
以
上
）
が
必
要
で
す
。
従

来
材
料
は
、
波
長
が
約
６
１
７
ナ
ノ

メ
ー
ト
ル
で
可
視
化
で
き
る
深
さ
は
２

セ
ン
チ
メ
ー
ト
ル
程
度
で
し
た
が
、
牧

准
教
授
が
開
発
し
た
材
料
は
、
波
長
が

６
７
５
ナ
ノ
メ
ー
ト
ル
で
約
５
セ
ン
チ

メ
ー
ト
ル
の
深
部
ま
で
可
視
化
で
き
る

た
め
、
生
体
深
部
の
が
ん
細
胞
な
ど
を

追
跡
し
な
が
ら
観
察
で
き
ま
す
。

ホ
タ
ル
は
発
光
基
質（
ホ
タ
ル
ル
シ

フ
ェ
リ
ン
）と
発
光
酵
素（
ホ
タ
ル
ル
シ

フ
ェ
ラ
ー
ゼ
）
が
反
応
し
て
発
光
し
ま

す
。
牧
准
教
授
が
創
製
し
た
標
識
材
料

（
人
工
発
光
基
質
）「
ア
カ
ル
ミ
ネ
」は
、

ホ
タ
ル
の
発
光
機
構
を
モ
デ
ル
に
し
た

光
イ
メ
ー
ジ
ン
グ
用
材
料
の
開
発
と
実
用
化

牧 
研
究
室
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ホタル、生物発光、生体内可視化、発光
基質、人工材料、長波長、光イメージング、
がん、再生医療、実用化
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製
造（
も
の
づ
く
り
）

ナ
ノ
テ
ク
ノ
ロ
ジ
ー
・
材
料

ラ
イ
フ
サ
イ
エ
ン
ス

環
　
　
境

エ
ネ
ル
ギ
ー

社
会
基
盤

フ
ロ
ン
テ
ィ
ア

Nanotechnology and Materials

ホ
タ
ル
ル
シ
フ
ェ
ラ
ー
ゼ
と
化
学
反
応

し
て
近
赤
外
の
光
を
発
し
ま
す
。
天
然

の
ホ
タ
ル
ル
シ
フ
ェ
リ
ン
と
比
べ
て
イ

メ
ー
ジ
ン
グ（
画
像
化
）の
感
度
は
約
６

倍
で
、
市
販
材
料
と
し
て
は
現
在
、
世

界
最
長
波
長
で
す
。

水
溶
性
や
中
性
も
可
能
に

こ
れ
に
続
い
て
、
水
に
溶
け
に
く

か
っ
た
ア
カ
ル
ミ
ネ
の
課
題
を
解
決

し
、
波
長
は
変
え
ず
に
水
溶
性
を
付
与

し
た
材
料「
T
o
k
e
O
n
i（
ト
ケ
オ

ニ
）」も
開
発
し
ま
し
た
。
ホ
タ
ル
ル
シ

フ
ェ
リ
ン
に
比
べ
る
と
、
水
溶
性
能
は

約
４
０
０
倍
で
す
。
生
体
に
投
与
す
る

際
の
濃
度
を
自
在
に
調
整
で
き
る
た

め
、
よ
り
使
い
や
す
く
な
り
ま
し
た
。

最
近
で
は
、中
性
で
投
与
で
き
る
よ
う

に
改
良
し
た
新
材
料「
s
e
M
p
a
i

（
セ
ン
パ
イ
）」
の
市
販
も
始
め
ま
し

た
。
ア
カ
ル
ミ
ネ
は
体
内
に
投
与
す
る

と
水
溶
性
に
、
ト
ケ
オ
ニ
は
酸
性
に
傾

い
て
し
ま
う
こ
と
か
ら
、
実
験
に
よ
っ

て
は
扱
い
に
く
い
と
い
う
問
題
が
あ
り

ま
し
た
。
牧
准
教
授
は「
動
物
実
験
を

行
う
研
究
機
関
で
あ
る
ユ
ー
ザ
ー
の
声

に
一
つ
ひ
と
つ
答
え
て
い
く
こ
と
が
研

究
の
原
動
力
に
な
っ
て
い
る
」
と
言
い

ま
す
。

ｉ
Ｐ
Ｓ
細
胞
の
計
測
も
視
野

開
発
し
た
標
識
材
料
は
が
ん
細
胞
な

ど
に
導
入
し
、
実
際
に
マ
ウ
ス
の
肺
や

肝
臓
、
脳
な
ど
の
深
部
に
移
植
し
て
イ

メ
ー
ジ
ン
グ
を
行
い
、
そ
の
有
効
性
を

確
認
し
て
い
ま
す
。
例
え
ば
、
肺
が
ん

転
移
モ
デ
ル
マ
ウ
ス
に
よ
る
実
験
で

は
、
従
来
材
料
の
約
50
倍
の
感
度
で
可

視
化
で
き
る
こ
と
を
示
し
ま
し
た
。
マ

ウ
ス
や
ラ
ッ
ト
だ
け
で
な
く
、
ヒ
ト
と

マ
ウ
ス
の
中
間
モ
デ
ル
動
物
で
あ
る
ミ

ニ
ブ
タ
や
マ
ー
モ
セ
ッ
ト
な
ど
で
も
そ

の
性
能
を
確
か
め
て
い
ま
す
。

将
来
、
再
生
医
療
が
身
近
に
な
れ

ば
、
医
療
は
臓
器
を「
治
療
す
る
」の
で

は
な
く
、「
交
換
す
る
」よ
う
な
形
へ
と

変
わ
る
で
し
ょ
う
。
牧
准
教
授
が
開
発

し
た
標
識
材
料
を
使
っ
た
発
光
イ
メ
ー

ジ
ン
グ
で
は
、
再
生
医
療
の
切
り
札
と

さ
れ
る
i
P
S
細
胞（
人
工
多
能
性
幹

細
胞
）
も
正
確
に
計
測
で
き
る
と
期
待

さ
れ
て
い
ま
す
。

日
本
で
の
市
販
化
難
し
く

ア
カ
ル
ミ
ネ
、
ト
ケ
オ
ニ
、
セ
ン
パ

イ
の
各
材
料
は
現
在
、
黒
金
化
成（
名

古
屋
市
中
区
）
が
製
造
し
、
ア
カ
ル
ミ

ネ
は
富
士
フ
イ
ル
ム
和
光
純
薬
、
ト
ケ

オ
ニ
と
セ
ン
パ
イ
は
米
シ
グ
マ
ア
ル
ド

リ
ッ
チ（
独
メ
ル
ク
子
会
社
）が
そ
れ
ぞ

れ
日
本
お
よ
び
海
外
で
販
売
し
て
い
ま

す
。
日
本
の
メ
ー
カ
ー
は
新
し
い
試
薬

の
販
売
に
は
慎
重
で
、「
あ
ら
ゆ
る
企

業
に
売
り
込
ん
だ
が
、
日
本
の
メ
ー

カ
ー
か
ら
す
べ
て
販
売
す
る
こ
と
は
か

な
わ
な
か
っ
た
」（
牧
准
教
授
）
と
市
販

化
に
つ
い
て
は
大
き
な
苦
労
が
あ
っ
た

そ
う
で
す
。
し
か
し
、
こ
う
し
た
材
料

が
世
界
中
で
使
わ
れ
る
こ
と
に
よ
っ

て
、
再
生
医
療
の
実
用
化
が
確
実
に
近

づ
い
て
い
る
こ
と
は
日
本
に
と
っ
て
誇

る
べ
き
こ
と
で
し
ょ
う
。

【
取
材
・
文
＝
藤
木
信
穂
】

1

アカルミネ、トケオニ、センパイの各発光基質の構造

SeMpai

AkaLumine TokeOni

水溶性 中性

20mg/ml
max=675 nm

0.2mg/ml
max=675 nm

100~400 mg/ml
max=675 nm

特許5464311号

特開2015-193584

特許第6011974号
和光純薬工業株式会社

シグマ・アルドリッチ
合同会社

uec675mPyr

PerkinElmer, Inc.
より販売中

(Na)

1

マイクロミニピッグイメージング

Hela/luc2Hela/AkaLuc
細胞数 107 cells
(/ 300 μL PBS + Geltrex) 基質投与15分後
基質: TokeOni 60 mM 17 mL (50 mg/kg),  静注 (カテーテル)

TokeOniを静注投与5分後以降で、⽪下からの発光を検出、ピークに
達するまでに20分以上かかる。 ベルトールド社Night SHADE使用

中田動物病院 古守先生，東京工業大学 口丸先生（現：自治医科大学）
静岡県中小家畜研究センター 大竹先生，黒金化成株式会社（トケオニ提供）

1

乳がん細胞を使った
in vivoイメージング実験

Substrate: 
1 mg/ml
(6%DMSO/
PBS)
1ml
injection/mice

ルシフェリン アカルミネ
In vivo実験結果

データ提供:
東京大学 医科学研究所
後藤研究室
日野原邦彦助教
福田裕章先生

アカルミネ

脳腫瘍細胞を使った
in vivoイメージング実験

Substrate: 1.5 mg/ml
(6%DMSO/PBS)
100ul injection/mice 

データ提供:
慶應義塾大学 佐谷研究室
大西 伸幸 助教


